约80％的多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)患者存在MM骨病(myeloma bone disease，MBD)。研究显示MBD的主要病理机制为成骨细胞受抑、破骨细胞数量增加且活性增强所导致的骨稳态失衡[@b1]--[@b2]。近些年来，随着双膦酸盐药物的使用，显著地降低了骨相关事件的发生，但考虑其肾功能损害及下颌骨坏死等不良反应[@b3]，因此迫切需要更安全有效的治疗策略。DKK1为Wnt信号通路抑制剂，其可与Wnt受体复合体的低密度脂蛋白受体相关蛋白5结合，通过抑制下游重要的成骨分化调控分子转录从而抑制成骨细胞前体细胞的分化[@b4]--[@b6]。DKK1由浆细胞产生并分泌，在MM患者骨髓及外周血中均可检测到，且在合并MBD的患者中高表达[@b7]。多个临床前研究显示DKK1在抑制成骨细胞的同时激活破骨细胞，从而导致骨稳态破坏[@b8]--[@b10]。在本研究中，我们对MM患者的血清DKK1蛋白水平进行检测，旨在探讨血清DKK1水平与MM患者病程及MBD的关系。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：以2010年至2014年入住我院的145例MM患者为研究对象。MM诊断及疗效评价参照国际MM工作组标准[@b11]，145例患者中初治者79例，缓解者19例，复发进展者47例。所有患者初次入院时均进行全身骨骼X线片检查，包括颅骨、胸骨、肋骨、骨盆、四肢长骨等部位。以43名正常献血员为正常对照。患者及正常对照者均签署知情同意书。所有患者均常规进行双膦酸盐预防或治疗MBD。

2．标本采集与检测：采集患者及正常对照者外周血10 ml，室温静置待其凝固后，常规离心后收集上清储存于−80 °C备用。采用ELISA法检测血清中DKK1蛋白表达水平，试剂为R&D美国公司产品。严格按照试剂盒说明书进行操作。

3．MBD诊断及分级：按照全身骨骼X线片检查结果分为：1级：无溶骨性损坏或仅有骨质疏松；2级：1\~3处溶骨性损坏；3级：3处以上溶骨性损害或存在病理性骨折[@b12]。

4．随访与生存分析：随访截止时间为2014年5月1日，通过电话方式进行随访。总生存(OS)时间为自诊断时至死亡或随访结束。无进展生存(PFS)时间为自诊断时至疾病进展或随访结束。

5．统计学处理：采用SPSS 17.0软件进行统计学分析。对变量常规进行正态检验，非正态分布的数值变量采用中位数及全距表示，两组样本之间比较采用Mann-Whitney *U*检验，多样本之间采用Kroskal-Wallis检验。生存分析采用Kaplan-Meier生存曲线，对可能影响患者预后的相关危险因素建立COX模型进行多因素分析。*P*≤0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．DKK1表达水平与MM患者疾病状态的相关性分析：79例初治MM患者的DKK1水平为2 155(646\~35 251)ng/L，明显高于正常对照组\[1 487(646\~2 577)ng/L，*P*=0.000\]、缓解组\[1 136(431\~3 582) ng/L，*P*=0.001\]及复发进展组\[1 695 (431\~3 582)ng/L，*P*=0.037\]，差异均有统计学意义。复发进展组患者DKK1表达高于缓解患者，但差异无统计学意义(*P*=0.078)。根据患者诱导化疗药物不同将19例缓解期患者分为沙利度胺治疗组(7例)和硼替佐米治疗组(12例)，两组患者血清DKK1水平差异无统计学意义\[1 136(713\~3 582)对1 098(431\~2 954) ng/L，*P*＝0.609\]。

2．血清DKK1水平与MM患者MBD的相关性分析：骨骼X线检查结果显示，79例初治患者中50例存在不同程度的MBD(1\~3处者7例，3处以上者43例)。合并MBD者的血清DKK1水平显著高于无骨病患者\[2 519 (646\~35 251)对1 910(660\~26 925)ng/L，*P*=0.005\]，且DKK1水平与发生MBD的数目有关，1\~3处者与\>3处者分别为2 155(1 369\~5 974)和2 547(646\~35 251) ng/L，差异有统计学意义(*P*=0.018)。

在初治患者中用血清DKK1水平诊断MBD的受试者工作特征曲线(ROC曲线)下面积为0.689(*P*=0.005)([图1](#figure1){ref-type="fig"})，根据ROC曲线所得诊断阈值为2 480.5 ng/L，其诊断MBD的特异性为82.8%，敏感性为54.0%。

![血清DKK1水平诊断多发性骨髓瘤骨病的受试者工作曲线](cjh-36-08-682-g001){#figure1}

3．血清DKK1水平与MM患者临床特征的关系：根据ROC曲线所得阈值，将初治患者分为血清DKK1水平正常(47例)和升高(32例)组。两组患者的临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。结果显示：血清DKK1水平升高患者中ISS Ⅲ期者比例较正常组高(58.1％对35.6%，*P*=0.039)；流式细胞术检测浆细胞比例\>10%者较正常组高(55.2％对28.6%，*P*=0.029)。

###### 不同血清DKK1水平的初治多发性骨髓瘤患者临床特征比较

  临床因素                        正常组(47例)        升高组(32例)       *P*值
  ----------------------------- ----------------- --------------------- -------
  性别\[例数(％)\]                                                       0.190
   男                               30(66.7)            16(51.6)        
   女                               15(33.3)            15(48.4)        
  年龄\[岁，*M*(范围)\]            59(36\~76)          60(34\~74)        0.936
  HGB\[g/L，*M*(范围)\]            99(60\~140)         85(51\~151)       0.123
  PLT\[×10^9^/L，*M*范围)\]       167(84\~718)       200.5(41\~335)      0.537
  骨髓浆细胞比例\[*M*(范围)\]    0.240(0\~0.855)   0.320(0.020\~0.915)   0.218
  LDH升高^a^                       7/45(15.6)          5/31(16.1)        0.947
  髓外浸润^a^                      6/40(15.0)          4/28(14.3)        0.935
  D-S分期^a^                                                             0.500
   Ⅰ期                              3/42(7.1)               0            0.145
   Ⅱ期                              3/42(7.1)           3/31(9.7)        0.635
   Ⅲ期                             36/42(85.7)         28/31(90.3)       0.288
  ISS分期^a^                                                             0.051
   Ⅰ期                             6/45(13.3)           2/31(6.5)        0.340
   Ⅱ期                             23/45(51.1)         11/31(35.5)       0.181
   Ⅲ期                             16/45(35.6)         18/31(58.1)       0.039
  肾功能异常发生率^a^              6/42(14.3)          9/31(29.0)        0.126
  免疫球蛋白类型^a^                                                      0.208
   IgG                             24/44(54.6)         10/31(32.3)      
   IgA                             11/44(25.0)         7/31(22.6)       
   IgD                              1/44(2.3)           3/31(9.7)       
   轻链κ型                          4/44(9.1)          4/31(12.9)       
   轻链λ型                          3/44(6.8)          7/31(22.6)       
   不分泌型                         1/44(2.3)               0           
  浆细胞比例\>10%^ab^              12/42(28.6)         16/29(55.2)       0.029

注：LDH升高：LDH\>247 U/L；D-S：Durie-Salmon；ISS：国际分期系统；a：阳性例数／检测例数(％)；b：流式细胞术检测

79例初治患者中位随访时间为26(1\~52)个月，生存分析显示血清DKK1水平正常与升高患者的中位PFS时间(54对31个月，*P*=0.485)和中位OS时间(均未达到，*P*=0.396)比较差异均无统计学意义([图2](#figure2){ref-type="fig"})。将治疗方案、DKK1水平、溶骨性病变部位数等纳入COX模型进行预后多因素分析，均非影响患者生存的独立预后因素(*P*值均\>0.05)([表2](#t02){ref-type="table"})。

###### 79例初治多发性骨髓瘤患者预后危险因素的COX模型多因素分析

  影响因素                          *HR*      95%*CI*      *P*值
  -------------------------------- ------- -------------- -------
  治疗方案(沙利度胺/硼替佐米)       0.391   0.229\~1.779   0.391
  DKK1水平(升高/正常)               0.729   0.237\~2.245   0.582
  溶骨性病变部位数(1\~3处/\>3处)    0.788   0.446\~1.391   0.410

![血清DKK1水平对初治多发性骨髓瘤患者总生存的影响](cjh-36-08-682-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

多项研究表明DKK1与MM及MBD相关。Tian等[@b7]研究发现MBD患者的浆细胞高表达DKK1 mRNA，而正常对照者及无MBD患者的浆细胞则不表达该分子。DKK1在MM患者的骨髓及外周血中均可检测到，且两者含量呈正相关。进一步研究证明重组DKK1蛋白或含有高水平DKK1的骨髓液上清可以抑制成骨细胞前体细胞的分化，而针对DKK1的单克隆抗体可拮抗该过程。Durie等[@b13]采用单核苷酸多态性芯片区分患者MBD程度，结果显示DKK1表达水平与MBD相关。Giuliani等[@b14]的研究表明MM患者骨髓中DKK1水平明显高于意义未明的单克隆丙球蛋白病(MGUS)患者及正常对照者，且与Durie-Salmon分期呈正相关。另外一个纳入184例初治MM患者的临床研究结果亦显示ISS分期Ⅱ/Ⅲ期者血清DKK1水平显著高于Ⅰ期者，且血清DKK1水平与有无MBD及病变的数目相关[@b15]。另有研究者发现MM患者在硼替佐米治疗及自体造血干细胞移植后血清DKK1水平下降，且仅在有治疗反应者中明显下降[@b12],[@b16]--[@b17]。

我们的研究结果亦显示初治MM患者的DKK1水平明显高于正常对照和缓解者(后两者近似)，复发进展者稍高于缓解者，该结果再次提示血清DKK1可能由肿瘤性浆细胞分泌，因此与肿瘤负荷相关，有望作为疾病监测的指标，并进行靶向治疗。血清DKK1水平不仅与有无MBD相关，且与病变部位数紧密相关。采用血清DKK1水平诊断MBD的特异性为82.8%，敏感性为54.0%。尽管敏感性有待提高，但相对传统X线检查其安全性突出。我们期待更加敏感且特异的血清学分子标志出现。

考虑到DKK1与肿瘤负荷的潜在相关性，针对DKK1的靶向治疗正在进行中。Yaccoby等[@b10]的研究表明抗DKK1治疗可以降低移植原代肿瘤细胞的SCID-rab小鼠的肿瘤负荷，增加成骨细胞(以表达骨钙蛋白为标志)数目，同时降低破骨细胞(抗酒石酸酸性磷酸酶染色阳性细胞)数目，进一步为DKK1单克隆抗体的临床试验提供理论基础。

综上，在本研究中，我们发现血清DKK1表达水平不仅与MM疾病状态相关，且与MBD及其病变部位数相关，为DKK1靶向治疗提供了一定的理论依据。
